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Objetivo: O objetivo deste estudo foi identificar o número de CGG no gene FMR1 
em um grupo de mulheres que apresentam Insuficiência Ovariana Precoce (POI, 
Primary Ovarian Insufficiency) ou baixa reserva ovariana. Adicionalmente, avaliar 
qual o alelo mais frequente no grupo estudado e promover a orientação e 
aconselhamento genético das mulheres identificadas com mutações no gene FMR1. 
Material e Método: Foram convidadas a participar do estudo 52 mulheres com 
diagnóstico prévio de POI ou baixa reserva ovariana atendidas no ambulatório de 
gineco-endocrinologia do Hospital de Clínicas do Paraná – HC/UFPR e em uma 
clínica de reprodução humana triadas em Curitiba-PR. Todas as participantes foram 
testadas molecularmente para SXF através das técnicas de PCR-triagem e PCR 
FragilEase. Resultados: Das 52 mulheres analisadas no estudo uma (1,9%) 
apresentou alelo em pré-mutação e uma (1,9%) alelo na faixa intermediaria ou Zona 
Gray.  Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados foram de 28 repetições 
CGG e 30 repetições de CGG. Conclusão: Sugerimos que o teste molecular para 
SXF tenha um papel na compreensão da etiologia da insuficiência ovariana, assim 
como na prevenção da transmissão da SXF. 
 
Descritores: Síndrome do X-Frágil; Pré-mutação; Insuficiência ovariana precoce, 






Background: The objective of this study was to identify the number of CGG in the 
FMR1 gene in a group of women with Diminished Ovarian Reserve or Primary 
Ovarian Insufficiency (POI). In addition, to evaluate the most common allele in the 
studied group and promote the genetic counseling of women identified with mutations 
in the FMR1 gene. Methods: Fifty-two women diagnosed with POI or diminished 
ovarian reserve assisted the Gynaecology- Endocrinology ambulatory at the Clinic 
Hospital of Paraná - HC / UFPR and at a human reproduction clinic in Curitiba-PR. 
All participants were molecularly tested for FXS using PCR-screening and FragilEase 
PCR techniques. Results: The result of the 52 women analyzed in this study showed 
that one (1.9%) premutation allele and one (1.9%) allele in the intermediate range or 
Gray Zone. The most frequent allele found were 28 CGG repeats and 30 CGG 
repeats. Conclusions: We suggest that molecular diagnose of FXS has a role in the 
comprehension of the etiology of ovarian insufficiency and in the prevention of 
transmission of FXS. 
  
Keywords: fragile X syndrome, premutation, primary ovarian insufficiency, 
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 A Síndrome do X-frágil (SXF) é considerada a forma mais comum de 
Deficiência Intelectual (DI) hereditária e a segunda causa de DI de origem genética 
(SALDARRIAGA et al., 2014), também associada ao autismo (YU; BERRY-KRAVIS, 
2014). A SXF é causada na maioria das vezes pela expansão no número de 
trinucleotídeos Citosina-Guanina-Guanina (CGG) na região 5’ não traduzida (UTR, 
Untranslated Region) do gene Fragile Mental Retardation 1 (FMR1) localizado no 
cromossomo Xq27.3. Grandes expansões nesta região estão associadas à 
hipermetilação da região promotora do gene FMR1 e subsequente silenciamento da 
transcrição do gene e ausência da Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP). A 
FMRP é uma importante proteína envolvida no desenvolvimento de neurônios. A 
perda de expressão da FMRP causa uma série de manifestações fenotípicas e 
comportamentais associadas a SXF (ZHANG et al., 2019). 
Outras causas menos frequentes como deleções ou mutações pontuais no 
gene FMR1 também podem causar a SXF (RZÓNCA et al., 2016).  
 A classificação dos indivíduos para a SXF é feita pelo número de repetições 
de CGG, considerando-se como indivíduos normais, os que apresentam número 
inferior a 45 repetições, indivíduos intermediários ou “Zona Gray”,  os com 45 a 54 
repetições, indivíduos pré-mutados, aqueles com 55 a 200 repetições e indivíduos 
com mutação completa (afetados), os que apresentam mais de 200 repetições CGG 
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).  
 A pré-mutação está assoaciada a duas condições clínicas bem 
estabelecidas: a Insuficiência Ovariana precoce associada ao X-Frágil (FXPOI, 
Fragile X-associated Primary Ovarian insufficiency) e a  Síndrome de Tremor/Ataxia 
associada a X-Frágil (FXTAS, Fragile X Associated Tremor/Ataxia Syndrome), assim 
como outras comorbidades clínicas e psiquiátricas (MILA et al., 2018). A 
Insuficiência Ovariana Precoce (POI, Primary Ovarian Insufficiency) é caracterizada 
por irregularidade ou ausência dos ciclos menstruais antes dos 40 anos de idade e 
acomete aproximadamente 1% das mulheres na população em geral. A pré-mutação 
no gene FMR1 é responsável por 2 a 11% de POI e representa uma das causas 





Alelos em pré-mutação são instáveis, quando transmitidos pela meiose 
materna, correm o risco de expandirem para mutação completa nas gerações 
subsequentes (BIANCALANA et al., 2015). A mutação completa é associada à 
deficiência intelectual, autismo e características dismórficas como face alongada, 
orelhas e mandíbulas proeminentes, pés chatos, dentre outras (LOZANO; ROSERO; 
HAGERMAN, 2014; RAJARATNAM et al., 2017). 
O American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e  
American Congress of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) recomendam que 
seja feito teste para diagnóstico da SXF em indivíduos que apresentam DI, autismo, 
atraso no desenvolvimento, familiares com histórico de SXF ou deficiência intelectual 
não diagnosticada, ataxia cerebelar, mulheres com POI, baixa reserva ovariana e 
infertilidade (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). O diagnóstico preciso da SXF 
é de grande importância, pois possibilita o aconselhamento das famílias afetadas 
sobre os riscos de recorrência da doença e as possíveis opções reprodutivas 






















1.1 JUSTIFICATIVA     
 A síndrome do X-frágil é uma das causas da POI e de baixa reserva 
ovariana. Está descrito que há uma elevada prevalência de mulheres portadoras da 
pré-mutação para SXF na população em geral. Há um alto risco de recorrência 
familiar da doença. A identificação de mulheres portadoras de pré-mutação para 
SXF pode possibilitar o aconselhamento genético das famílias afetadas e as 
possíveis opções reprodutivas. 
 
 
1.2 OBJETIVO PRINCIPAL  
 Identificar o número de CGG no gene FMR1 em um grupo de mulheres com 
insuficiência ovariana precoce ou baixa reserva ovariana. 
 
1.3 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 
 
  Avaliar a frequência alélica da população do estudo. 
  Realizar a orientação e aconselhamento genético das mulheres identificadas 








2   REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 A SÍNDROME DO X-FRÁGIL 
 
A SXF é considerada a forma mais comum de DI hereditária e é a segunda 
causa mais frequente de DI de origem genética, superada apenas pela Síndrome de 
Down (SALDARRIAGA et al., 2014). Além disto, a SXF é considerada uma das 
principais causas genéticas do autismo (YU; BERRY-KRAVIS, 2014).  
A SXF foi mencionada pela primeira vez em 1943 por Martin e Bell, através da 
investigação da genealogia de uma família com DI, ligada ao cromossomo X. Devido 
a este motivo, ficou conhecida por muito tempo pelo nome Síndrome de Martin-Bell 
(MURRAY et al., 1997). Em 1969 Lubs, utilizando técnicas de citogenética, detectou 
em membros masculinos de uma família com DI, um sítio frágil no final do braço 
longo do cromossomo X, que foi denominado pelo autor, como cromossomo X 
marcador (LUBS, 1969). No início da década de 90, foi constatado que o sítio frágil 
em questão se localizava no gene FMR1 situado no cromossomo X, mais 
especificamente na região Xq27.3 e correspondia a uma “mutação dinâmica” por 
expansão de trinucleotideos CGG (VERKERK et al., 1991). Mutações dinâmicas são 
caracterizadas por expansões de diferentes tipos de seqüência de trinucleotídeos, 
que são instáveis durante a transmissão genética (BENÍTEZ, 1999). 
Atualmente, sabe-se que a SXF é causada em 99% das vezes por uma 
expansão da sequência de trinucleotídeos CGG, localizada na região 5’ UTR do 
gene FMR1, o outro 1% é causado por deleções ou por mutação pontual no gene 
(RZÓNCA et al., 2016). 
2.2 GENE FMR1  
O gene envolvido na SXF é denominado FMR1 (OMIM * 309550), e está 
localizado no braço longo do cromossomo X, região Xq27.3. O FMR1 constitui-se em 
17 éxons, de ~38 kb.  O gene contém uma repetição de CGG polimórfica na região 
5’ UTR do éxon 1 e também apresenta uma ilha CpG localizada a 250 pb antes da 




como Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP). A FMRP pertence à família das 
ribonucleoproteínas, que são proteínas de ligação a RNA envolvidas na localização 
e tradução de RNA mensageiro neural (BASSANI et al., 2013). A FMRP possui um 
conjunto de funções essenciais para a neuroplasticidade e o desenvolvimento de 
neurônios (ZHANG et al., 2019). A perda da função da FMRP afeta múltiplos 
estágios do desenvolvimento do cérebro e leva a consequências debilitantes da 
cognição humana (COOK; NURO; MURAI, 2014). 
2.3 CLASSIFICAÇÃO SEGUNDO NÚMERO DE CGG DOS INDIVÍDUOS 
PORTADORES DA SXF 
O número de repetições da sequência de trinucleotídeos CGG do gene FMR1 
é polimórfico na população. O ACMG classifica os indivíduos para a SXF em 
indivíduos normais (6-44 repetições de CGG) sendo 29-30 as repetições mais 
frequentes na população, indivíduos zona gray (45 – 54 repetições de CGG) 
indivíduos pré-mutados (55 – 200 repetições de CGG) e indivíduos com mutação 
completa maior de 200 repetições de CGG (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).  
TABELA 1 - NÚMERO DE REPETIÇÕES DE CGG CLASSIFICADOS EM QUATRO CATEGORIAS 
Número de repetições de CGG Classificação 
6 a 44 Normal 
45 a 54  Intermediário / Zona Gray 
55 a 200  Pré-Mutação 
>200  Mutação Completa (Afetado) 
 
 Em indivíduos com alelos normais, zona gray e pré-mutados, o gene FMR1 é 
transcricional ativo e a proteína FMRP é produzida. No entanto, quando o número de 
repetições é superior a 200 repetições de CGG, a ilha CpG do gene FMR1 é 
metilada. A metilação silencia a transcrição do gene, e como consequência, não há 
a produção da proteína FMRP.  A proteína FMRP é expressa em muitos tecidos, 
mas é mais abundante no cérebro e no testículo. Além da sua expressão no corpo 
celular neuronal, a FMRP também é detectada em dendritos e sinapses nervosas. 
Os sintomas característicos da síndrome parecem estar associados à deficiência da 





FIGURA 1 - ESTRUTURA DO GENE FMR1 E DA PROTEÍNA FMRP.  
 
Nota: O gene FMR1 está localizado no cromossomo Xq27.3. O FMR1 é composto por 17 exons e é 
caracterizado pela presença de repetições instáveis da sequência CGG polimórfica na 5′UTR. Os 
alelos normais têm 6 a 44 cópias repetições de CGG, os alelos pré-mutados têm 55 a 200 repetições 
de CGG e os alelos com mutação total têm mais de 200 repetições de CGG. Enquanto que a 
condição de pré-mutação causa a diminuição do nível de FMRP (pontos azuis), a condição de 
mutação total está associada a uma hipermetilação das repetições CGG e da ilha CpG a montante no 
promotor FMR1, causando assim, o silenciamento transcricional do gene. FMRP é composto por um 
sinal de localização nuclear (NLS) e um sinal de exportação nuclear (NES), dois domínios de 
homologia de ribonucleoproteína K (KH1-KH2), um aglomerado de resíduos de arginina e glicina 
(caixa RGG). Adaptado e modificado de (BASSANI et al., 2013). 
2.4 PADRÃO DE TRANSMISSÃO DO NÚMERO DE REPETIÇÕES DE CGG 
 A transmissão da repetição de CGG é estável em indivíduos normais, sem 
nenhuma ou pouca variação no número de repetições de geração para geração. 
Para os alelos intermediários, subsequentes gerações correm risco de receberem o 
alelo com a pré-mutação (NOLIN et al., 2003).  
 O risco de expansão da pré-mutação para a mutação completa ocorre 
geralmente por transmissão materna durante a meiose. A probabilidade de que a 




interrupções Adenina-Guanina-Guanina (AGG) (YRIGOLLEN et al., 2012, 2014).  
Tipicamente há uma sequência de AGG entre cada 9 ou 10 repetições de CGG no 
gene FMR1. Mulheres pré-mutadas que apresentam interrupções de AGG têm 
menores riscos de expansão para a mutação completa do que mulheres sem 
interrupções AGG, pois essas interrupções aumentam a estabilidade e reduzem o 
risco de expansões (ARDUI et al., 2017; EICHLER et al., 1994b; SALDARRIAGA et 
al., 2014). O menor tamanho de repetição expandido para mutação completa 
registrado até agora, em uma única geração, foi  de 56 repetições de CGG 
(FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2009). 
 A transmissão paterna de pré-mutação para mutação completa é rara. Um 
estudo apresenta um caso de transmissão onde o genitor apresentava mosaicismo 
de pré-mutação e mutação completa (88CGG / 134CGG repetições) nas células do 
sangue e células espermáticas. Normalmente, o homem pré-mutado passa para 
suas filhas, somente alelos pré-mutados (ALVAREZ-MORA et al., 2017). 
2.5 INCIDÊNCIA POPULACIONAL DA SXF  
 A prevalência geral da mutação completa para SXF é estimada em um 
afetado para cada 4000 homens e uma afetada para cada 5000-8000 mulheres 
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Um estudo envolvendo 134.933 amostras 
de mulheres de diversos grupos populacionais encontrou a frequência de 1:201 
mulheres portadoras da pré-mutação (OWENS et al., 2018). Já a frequência de 
homens pré-mutados é estimada em 1:430 homens. A prevalência para alelos 
intermediários ou zona gray é de 1:66 mulheres e 1:112 homens (TASSONE et al., 
2012). 
2.6 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS INDIVÍDUOS PORTADORES DA SXF 
As manifestações clínicas da SXF em indivíduos com mutação completa são 
diversas, embora alguns sintomas sejam considerados característicos, tais como: DI 
(leve a moderada), Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM) e 
Transtorno do Espectro Autista (TEA), que podem ser acompanhados por 




prognatismo mandibular e macroorquidia nos indivíduos homens (SALDARRIAGA et 
al., 2014). 
Estudos recentes relatam que indivíduos com alelos dentro da zona gray ou 
intermediária apresentam fenótipos semelhantes aos encontrados em pré-mutação, 
incluindo insuficiência ovariana precoce, doença de Parkinson, distúrbio de 
aprendizado e comportamento, distúrbio de movimento e perda de memória. 
(DEBREY et al., 2016; HALL, 2014; STREULI et al., 2009). 
 A  pré-mutação está associada a duas condições clínicas: à Insuficiência 
Ovariana Precoce associada ao X-Frágil (FXPO, Fragile X-associated Primary 
Ovarian insufficiency) e à Síndrome de Tremor/Ataxia associado ao X-Frágil 
(FXTAS, Fragile X-associated Tremor/Ataxia Syndrome). Diversos estudos também 
mostram a relação entre alelos pré-mutados a outras manifestações clínicas, tais 
como enxaquecas, depressão, ansiedade, hipertensão, fibromialgia, neuropatia, 
disfunção da tireoide, dentre outras (AU et al., 2013; CAMPBELL et al., 2016; 
HAMLIN et al., 2012; WHEELER et al., 2014). 
2.6.1 FXPOI - INSUFICIÊNCIA OVARIANA PRECOCE ASSOCIADA A SÍNDROME 
DO X-FRÁGIL 
 A POI, anteriormente conhecida como Falência Ovariana precoce, é 
caracterizada por irregularidade ou ausência dos ciclos menstruais antes dos 40 
anos de idade. O diagnóstico é confirmado pelos níveis elevados de hormônio 
folículo estimulante (FSH, Follicle-Stimulating Hormone) >40 IU/l no sangue (QIN et 
al., 2015). A POI acomete aproximadamente 1% das mulheres, na população em 
geral (LAWRENCE M. NELSON, 2009). Não existem estudos no Brasil que mostrem 
a prevalência da POI. A pré-mutação no gene FMR1 é responsável por 2 a 11% de 
POI na população branca, representando uma das causas genéticas mais 
conhecidas de POI (HIPP et al., 2016). 
  A Insuficiência Ovariana Precoce associada ao X-Frágil (OMIM# 311360) 
afeta aproximadamente 16 a 24% das mulheres pré-mutadas (SULLIVAN; WELT; 
SHERMAN, 2011). A FXPOI apresenta vários sinais clínicos, tais como: disfunção 




elevados de FSH e baixos níveis de hormônio anti-mulleriano (AMH, Antimeullerian 
Hormone), baixa reserva ovariana, infertilidade e menopausa (STREULI et al., 2009). 
A relação entre o tamanho das repetições de CGG e a frequência de FXPOI não é 
linear. O maior risco para POI é entre alelos com 80 a 100 repetições CGG 
(MAILICK et al., 2014).  
 Pesquisas realizadas no Brasil relacionaram a insuficiência ovariana 
precoce com a pré-mutação no gene FMR1, através de um estudo com 101 
mulheres portadoras da pré-mutação, das quais 14 tiveram menopausa precoce 
(VIANNA-MORGANTE et al., 1999). Já em outro, estudo também realizado no Brasil, 
foram estudadas 58 mulheres com história SXF na família. Destas, 19 eram 
portadoras da pré-mutação e destas, 11 apresentaram menopausa precoce. Estes 
dados corroboram a noção de que as mulheres portadoras de alelos na faixa de pré-
mutação estão sob alto risco de sofrerem de POI (MACHADO-FERREIRA et al., 
2004). 
 A literatura reporta que portadoras de pré-mutação para SXF apresentam 
diminuição na reserva ovariana (SULLIVAN; WELT; SHERMAN, 2011). Diferentes 
mecanismos foram hipotetizados para explicar a diminuição da reserva ovariana em 
portadoras de pré-mutação. A baixa reserva ovariana descreve mulheres em idade 
reprodutiva que apresentam menstruação regular, cuja resposta à estimulação ou 
fecundidade ovariana é reduzida em comparação com mulheres da mesma idade. A 
reserva ovariana é avaliada por contagem dos folículos antrais, medição dos 
hormônios FSH, estradiol e AMH (AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE 
MEDICINE, 2015). 
 Como a frequência da pré-mutação para SXF é de aproximadamente 1:201 
mulheres (OWENS et al., 2018), o reconhecimento da associação das 
manifestações clínicas como diminuição na reserva ovariana e POI com a pré-
mutação no gene FMR1 é importante para identificar mulheres pré-mutadas, entre 
as pacientes com infertilidade, com o objetivo de se fazer um aconselhamento 








2.6.2 FXTAS - SÍNDROME DE TREMOR/ATAXIA ASSOCIADO AO X-FRÁGIL 
 
 A FXTAS (OMIM # 300623) é uma doença neurodegenerativa representada 
principalmente por tremor de intenção e ataxia cerebelar, que tende a ocorrer após 
os 50 anos de idade (HOYOS; THAKUR, 2017). Além da ataxia e do tremor, os 
indivíduos com FXTAS também podem apresentar perda de memória a curto prazo, 
déficits da função executiva, declínio cognitivo, parkinsonismo, neuropatia periférica, 
fraqueza muscular proximal do membro inferior (JACQUEMONT et al., 2003). Esta 
síndrome tem penetrância de 40% em homens pré-mutados e entre 8% a 16% nas 
mulheres pré-mutadas.  A penetrância mais baixa da FXTAS entre as mulheres pode 
ser explicada pelo efeito protetor do segundo cromossomo X que não tem a pré-
mutação (WILLEMSEN ROB, LEVENGA JOSIAN, OOSTRA, 2012). Até o momento, 
há poucos relatos sobre aspectos da FXTAS no Brasil (CAPELLI et al., 2010). 
 
2.7 - DIAGNÓSTICO PARA SXF: 
 Como os sinais clínicos da SXF são semelhantes aos de outras doenças que 
apresentam atraso no desenvolvimento; tais como transtorno do espectro autista, 
déficit de atenção, deficiência intelectual, infertilidade, entre outras, é necessária a 
confirmação diagnóstica através do exame genético, com técnicas específicas para 
a SXF, apresentadas na tabela 2.   
 As técnicas moleculares são as mais utilizadas para diagnóstico da SXF. O 
teste de triagem é a reação em cadeia da polimerase (PCR, Polimerase Chain 
Reaction), que determina o número de repetições de CGG e classifica indivíduos 
como normais, zona gray e pré-mutados. Entretanto essa técnica tem limitações, 
pois não identifica pré-mutações com alelos maiores de 100-150 repetições de CGG, 
mutação completa, mulheres homozigotas e a presença de mosaicismo (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010).  
 A técnica de Southern Blotting (SB) ainda é considerada o padrão ouro no 
diagnóstico da SXF, pois permite detectar alelos maiores difíceis de alcançar por 




homozigotos e detecta mosaicismo. No entanto, é um processo dispendioso e 
demorado que requer uma grande quantidade DNA genômico (TASSONE, 2015). 
Como alternativa à técnica de SB, várias estratégias de diagnóstico baseadas 
na técnica de PCR-gene específico - FMR1 obtiveram sucesso nos últimos anos 
(FILIPOVIC-SADIC et al., 2010; RAJAN-BABU; CHONG, 2016) .  
Os kits comerciais para diagnóstico da SXF, disponíveis no mercado, seguem 
o método de amplificação da região específica do gene FMR1, seguida de 
eletroforese capilar e análise de dados por meio de software específicos. São menos 
laboriosos que a técnica de SB e mais precisos com relação ao número de 
repetições de CGG. Além disso, é possível identificar alelos normais, intermediários, 
pré-mutações, mutação completa, homozigose feminina, mosaicismos, padrão de 
metilação e interrupções de AGG (CHENG et al., 2017).  
 
TABELA 2 - DIFERENTES METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA O DIAGNÓSTICO DE SXF 
Alelos PCR - Convencional S. Blotting PCR  - gene 
especifico 
Normais Sim Sim Sim 
Intermediários Sim Sim Sim 
Pré-mutação Sim Sim Sim 
Mutação completa Não Sim Sim 
Metilação Não Sim Sim 
AGG Não Não Sim 
Mosaicismo Não Sim Sim 
Fonte: Adaptado de (TASSONE, 2015). 
 
2.8 - ACONSELHAMENTO GENÉTICO 
O ACOG, recomenda fazer uma triagem e aconselhamento genético em 
mulheres e homens que apresentam ou tenham história familiar de SXF, deficiência 
intelectual, autismo, insuficiência ovariana precoce e níveis aumentados do 
hormônio FSH antes dos 40 anos, infertilidade ou ataxia cerebelar (MONAGHAN; 




Além disso, é importante que as mulheres portadoras da pré-mutação sejam 
informadas da recorrência familiar da SXF e as opções reprodutivas disponíveis. 
Algumas mulheres podem optar por não ter filhos ou podem optar em adotar 
(BIRCH; COHEN; TROLLOR, 2017). Já outras podem considerar os tratamentos de 
fertilização in vitro, incluindo o diagnóstico genético pré-implantação (permitindo 
testes genéticos de embriões, antes da implantação) (KIEFFER et al., 2015), 
enquanto outras podem considerar o uso de óvulos ou embriões doados (BIRCH; 










3 MATERIAL E MÉTODO 
 O recrutamento das participantes e a coleta do sangue foram realizados no 
ambulatório de Gineco-Endocrinologia do Hospital de Clínicas do Paraná – 
HC/UFPR e na Androlab Clínica de Reprodução Humana, ambos localizados na 
cidade de Curitiba – PR. As etapas de extração de DNA e PCR foram realizadas no 
Neurogene Laboratório, Florianópolis – SC. As técnicas de PCR FragilEaseTM, 
eletroforese capilar e análise dos resultados foram realizadas no Laboratório de 
Imunogenética e Histocompatibilidade - Dep. de Genética – UFPR. A análise 
laboratorial seguiu o fluxograma na figura 2. 
 
 
FIGURA 2 - FLUXOGRAMA UTILIZADO NA ANÁLISE LABORATORIAL DO ESTUDO. 
3.1  ASPECTOS ÉTICOS  
 Este estudo foi submetido, avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética do 
Departamento de Tocoginecologia e pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 
Humanos do Hospital de Clínicas do Paraná – HC/UFPR, em 20 de maio de 2017 
sob o parecer número 2.074.159 e CAAE 65993417.0.0000.0096 (APÊNDICE 1).  
 Todos as participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento 




3.2 CONSTITUIÇÃO DA AMOSTRA 
 Foram convidadas a participar do estudo, 52 mulheres com diagnóstico 
clínico de POI ou baixa reserva ovariana, atendidas no período de junho de 2017 a 
dezembro de 2018. 
 A confirmação prévia da POI foi feita com duas medidas de FSH > 25 UI/L, 
com intervalo mínimo de quatro semanas, oligo ou amenorreia por pelo menos 4 
meses (WEBBER et al., 2016). A reserva ovariana foi avaliada através da contagem 
dos folículos antrais, realizado por meio de ultrassonografia e dosagem sérica dos 
hormônios FSH, estradiol e AMH (AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE 
MEDICINE, 2015). 
 Os critérios de inclusão foram: mulheres com diagnóstico de Insuficiência 
Ovariana Precoce ou com baixa reserva ovariana, com idades entre 20 a 40 anos, 
que concordassem em participar do estudo, com a assinatura do TCLE. 
 Os critérios de exclusão foram: mulheres que no período do estudo 
estivessem fazendo tratamento quimioterápico, portadoras de doenças autoimunes e 
portadoras da síndrome de Turner. 
3.3 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 
 O sangue venoso das pacientes incluídas foi coletado em tubos com 
anticoagulante EDTA. O DNA genômico foi extraído de 300 μl do sangue total 
conforme protocolo do kit de extração Wizard® Genomic DNA Purification Kit 
(Promega Corporation, Madison, WI, USA). O DNA foi quantificado através do 
instrumento NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 e diluídos nas concentrações 
finais de 25-50 ng/μl e estocado à -20ºC para posterior utilização nas técnicas 
moleculares de PCR e PCR FragilEaseTM. 
3.4 PCR DE TRIAGEM INICIAL PARA ALELOS NORMAIS 
 Foi realizada PCR de triagem inicial em todas as 52 amostras. As reações 
de PCR foram conduzidas com os iniciadores C 
(5´GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT3´) e F 




O volume total da reação foi de 30 μl, contendo os produtos do kit Expand Long 
Template PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), utilizando o 
tampão 2 e 1 U da enzima Taq, 500 μM dNTPs, 2,0 M de betaína (Betaine B0300, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0,33 μM de cada iniciador e 100 ng de DNA 
genômico. As reações seguiram os ciclos de temperatura a seguir: desnaturação a 
98°C por 10 minutos; 10 ciclos a 97°C por 35 segundos (desnaturação), 64°C por 35 
segundos (anelamento), 68°C por 4 minutos (extensão); 25 ciclos a 97°C por 35 
segundos, 64°C por 35 segundos, 68°C por 4 minutos, acrescendo a este último 20 
segundos a cada novo ciclo; e finalizado com extensão a 68°C por 10 minutos. O 
tamanho final esperado de cada produto da PCR é de 221 pares de bases 
(excluindo as repetições de CGG) (SALUTO et al., 2005).  
 O produto da PCR foi submetido à eletroforese em gel de agarose 2%, 
contendo 0,05 mg de brometo de etídio. A eletroforese ocorreu a 130 V por 
aproximadamente 60 minutos em tampão TAE 1X e visualizado através de 
transluminador ultravioleta (UVP, Upland, CA, USA). O tamanho dos fragmentos 
obtidos, foram determinados utilizando como referência o marcador de peso 
molecular de 50 pares de bases. Com o tamanho do fragmento em pares de bases é 
possível calcular o valor aproximado do número de repetições de CGG através da 










FIGURA 3 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DE PRODUTOS DA PCR DE 
TRIAGEM PARA PRÉ-MUTAÇÃO DA SXF. MARCADOR MOLECULAR DE 50 PARES DE 
BASES. COLUNAS 1, 2 E 5 MULHERES HETEROZIGOTAS COM ALELOS NORMAIS. 
COLUNAS 3 E 4 MULHERES INCONCLUSIVAS. COLUNA 6 MULHER HETEROZIGOTA 
COM UM ALELO NORMAL E OUTRO PRÉ-MUTADO. 
 Fonte: Os autores 
3.5  PCR FRAGILEASE 
  
 A análise por PCR FragilEaseTM foi realizada em amostras com resultados 
de PCR que apresentaram apenas um único alelo de tamanho normal ou um alelo 
maior que 40 repetições de CGG. O mix da reação foi preparado com 15μL de 
solução tampão PCR, 2.6μL de diluente de amostra e 0,4μL de Taq Polimerase. Foi 
utilizado 2μL de DNA (25ng/μL) em cada reação. As amostras foram amplificadas 
com uma etapa inicial de desnaturação 95°C por 5 minutos seguida de 25 ciclos de 




de extensão de 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR FragilEase™ foram 
submetidos a Eletroforese Capilar (CE) utilizando o equipamento ABI 3130 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) com capilares de 50 cm e polímero 
POP-7 (Applied Biosystems). As amostras foram preparadas utilizando 2μL do 
produto da PCR com 2μL de LIZ 1200 Size Standard (Thermo Fisher Scientific) e 
11μL de Hi-Di Formamide (Thermo Fisher Scientific). Essas amostras foram 
desnaturadas a 95°C por 2 minutos, seguidas de resfriamento a 4°C. As 
configurações do aparelho ABI 3130 foram: 2.5kv/20 segundos de injeção e 2800 
segundos de corrida.  
 A interpretação dos resultados obtidos pela PCR FragilEase™ detectados 
pela CE foram analisados com o auxílio do software GeneMarker V2.7.0 
(SoftGenetics, LLC, State College, PA, United States). Para calcular o número de 
CGG das amostras montou-se uma curva de regressão linear, a partir de amostras 
de referência com tamanhos de repetições CGG conhecidos. As indicações dos 






FIGURA 4 - ELETROFEROGRAMA PCR FRAGILEASETM. A) MULHER COM UM ALELO NORMAL 
E OUTRO PRÉ-MUTADO B) MULHER HOMOZIGOTA. 
Fonte: Os autores 
3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 Os dados coletados foram planilhados com auxílio do programa Excel. As 




Prism 5.0. As variáveis contínuas foram expressas como média ± desvio-padrão. As 









 Os resultados obtidos a partir das análises das 52 amostras, pelas duas 
técnicas de PCR, PCR de Triagem (PCR-T) e PCR FragilEase, foram definidos 




FIGURA 5. ESQUEMA PARA DEFINIÇÃO DO DIAGNÓSTICO DAS 52 AMOSTRAS  
 
 Em nosso estudo, todas as 52 participantes foram atendidas por terem 
história médica de infertilidade, sendo que 86,7% tinham diagnóstico de baixa 
reserva ovariana e 13,3% diagnosticadas com POI. A média de idade das 
participantes do estudo foi de 35,8 ± 3,97 anos. Dentre as pacientes, 17/52 (32,7%) 
tinham menos de 35 anos, as demais tinham entre 35 a 40 anos. A distribuição das 





















 As características clínicas da população estudada estão descritas na Tabela 
3. 
TABELA 3 - CARACTERISTICAS CLÍNICAS DAS PARTICIPANTES DO ESTUDO (N=52) 
 Proporção (%) 













História familiar  
POI 13/52 (25%) 
Deficiência Intelectual 13/52 (25%) 
Doença Neurodegenerativa 5/52 (9,6%) 
Ciclo Menstrual  
Regular 31/40 (77,5%) 
Irregular 8/40 (20,0%) 
Amenorreia 1/40 (2,5%) 
Dosagem de FSH  
>25 mUI/ml 8/30 (26,6%) 
<25 mUI/ml 22/30 (73,4%) 
Dosagem de AMH  
>1,0 ng/mL 4/33 (12,1%) 
<1,0 ng/mL 29/33 (87,9%) 
Dosagem de Estradiol  
<20 pg/mL 5/30 (16,7%) 
>20 pg/mL 25/30 (83,3%) 
POI= Insuficiencia Ovariana Precoce, FSH= Hormônio Folículo Estimulante, AMH= Hormônio anti-
mulleriano 
  
 Das 52 participantes analisadas no estudo, 50/52 (96,1%) apresentaram 
alelos normais, entre 18 a 43 repetições de CGG. Duas pacientes (3,8%) 
apresentaram mutações no gene FMR1. Uma participante (1,9%) apresentou alelos 
com (19/97 repetições de CGG) e foi classificada como portadora de pré-mutação 
para SXF. No outro caso, encontrou-se alelos com (21/45 repetições de CGG) e foi 




 Entre as 50 amostras com alelos normais, 13 (26,0%) casos apresentaram 
alelos em homozigose. A classificação e o número de repetições de CGG das 
amostras do estudo estão representados na Tabela 4 (APÊNDICE 3).  
 Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados no estudo foram de 28 




    GRÁFICO 2 - DISTRIBUIÇÃO ALÉLICA DAS AMOSTRAS ESTUDADAS 
 
 
Perfil Clínico da participante identificada com Pré-mutação para SXF 
 
 A participante FRAX10-A tinha 40 anos de idade, apresenta-se em 
amenorreia, com dosagens de FSH de 138,5 UI/ml e Estradiol 3 pg/mL. O teste 
molecular PCR-triagem detectou alelo acima de 40 repetições de CGG, para 
confirmação do resultado a amostra foi testada com a técnica de PCR FragilEase 
que confirmou alelo na faixa de pré-mutação (19/97 repetições de CGG). Quando 
entrevistada, a paciente não mencionou história familiar de POI e nem de doenças 


















































menino e uma menina, chamando atenção ao fato de o menino apresentar DI. A 
menina não tinha manifestações clínicas sugestivas da SXF.  
 
 
FIGURA 6. HEREDOGRAMA REPRESENTATIVO DA FAMILIA DA PARTICIPANTE PRÉ-MUTADA  
 
 
Perfil Clínico da participante identificada com alelo na faixa intermediaria / Zona Gray 
 
 A participante FRAX50-A tinha 37 anos, apresenta ciclo menstrual regular 
com taxas de FSH 77,34 UI/ml e AMH 0,07 ng/mL.  O teste molecular PCR-triagem 
detectou alelo acima de 40 repetições de CGG e foi confirmado com a técnica 
FragilEase que confirmou alelo na faixa intermediária (21/45 repetições de CGG). Na 
entrevista, ela informou ter ancestralidade europeia e não possuir filhos, mencionou 












































 Nos últimos anos, a SXF tem conseguido maior notoriedade nos meios de 
comunicação e na comunidade médica, principalmente por estar relacionada ao 
autismo. Na área da saúde da mulher, a associação entre a pré-mutação no gene 
FMR1 é uma causa bem estabelecida de infertilidade devido à insuficiência ovariana 
(GERSAK, 2003; SULLIVAN et al., 2005).  
 Em nosso estudo, investigamos 52  mulheres com história de baixa reserva 
ovariana ou POI e encontramos duas participantes com alterações moleculares no 
gene FMR1. Uma (1,9%) com alelo pré-mutado e 1 (1,9%) com alelo intermediário. 
Em outro estudo realizado no Brasil, analisaram 41 mulheres com POI e 
encontraram 3 (7,3%) portadoras de pré-mutação e 2 com alelos intermediários 
(COSTA et al., 2006). A diferença observada na frequência de mutações no gene 
FMR1 entre os dois estudos, pode ser justificada pela ancestralidade dos grupos 
estudados, dado que a literatura reporta diferenças na frequência de portadoras de 
pré-mutação entre diferentes grupos populacionais (OWENS et al., 2018).  
Estudos realizados em outros paises mostram que a frequência de pré-mutação em 
mulheres com POI é variavel, na China a frequência encontrada foi de 0,7%, no Irã 
3,3%, na Eslovênia 4,8% e na Itália 3,0% (ASADI et al., 2018; CHENG et al., 2017; 
GERSAK, 2003; MAROZZI et al., 2000). 
 Em relação à idade das pacientes, a média foi de aproximadamente 35 
anos, sendo similar à observada em outros estudos (GLEICHER; WEGHOFER; 
BARAD, 2009; STREULI et al., 2009). Cerca de um terço das pacientes tinham 
menos de 35 anos. Embora o diagnóstico de baixa reserva ovariana seja 
estabelecido, a investigação da SXF em pacientes com infertilidade pode demorar 
para ser feita, provavelmente pela SXF ainda ser subdiagnosticada no Brasil 
(TEODORO et al., 2016).  
 Quando avaliamos os dados coletados, chama atenção a história familiar de 
POI e de déficit cognitivo (25% para ambas situações). Tais achados podem estar 
relacionados com a SXF, indicando a realização de testes moleculares.  
 A taxa de homozigose feminina encontrada no estudo foi de 26%, este 
resultado é consistente com relatos da literatura que apresentam a homozigose 




Apesar de alelos em homozigose serem frequentes na população, a identificação 
desses alelos é um desafio, pois nem todas as técnicas utilizadas para diagnóstico 
são capazes de detectar com segurança o alelo homozigoto (JUUSOLA et al., 2012). 
 Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados nesse estudo foram de 
28 repetições CGG e 30 repetições de CGG. O número de repetições da seqüência 
de trinucleotídeos CGG é polimórfica e varia entre as diferentes populações do 
mundo (PEPRAH, 2012).  Os alelos mais frequentes encontrados na população do 
estudo foram 28 e 30 repetições de CGG. Este resultado pode ser comparado com 
outros estudos realizados  no Brasil, que encontraram frequência alélica de 30 
repetições de CGG nas populações do Rio de Janeiro e São Paulo e alelos de 28 e 
30 repetições no estado de Santa Catarina (MINGRONI-NETTO et al., 2002; 
QUEIROZ, MARIANA, 2007; SUCHAROV et al., 1999). Alelos com 29 e 30 cópias 
de repetições CGG são os mais comuns encontrados nas populações de ancestrais 
da Europa Ocidental (PEPRAH, 2012). 
 O teste molecular para SXF tem duplo papel em pacientes com POI ou 
baixa reserva ovariana. O primeiro é determinar a provável causa da insuficiência 
ovariana e identificar portadoras de mutações no gene FMR1 (STREULI et al., 
2009). O segundo, uma vez identificada,  pré-mutação para SXF a portadora deve 
receber aconselhamento genético para conhecer e discutir as consequências que tal 
condição pode trazer para a paciente e seus familiares.  As mulheres com tal 
diagnóstico enfrentam desafios físicos e emocionais em suas vidas. O 
hipoestrogenismo crônico resultante pode resultar em comprometimento da saúde 
óssea e aumento do risco cardiovascular (HOYOS; THAKUR, 2017). As questões 
neuropsiquiátricas incluem risco de desenvolvimento de síndrome do tremor / ataxia 
associada ao X-Frágil, neuropatia, problemas musculoesqueléticos, aumento da 
prevalência de ansiedade, depressão e distúrbios do sono, independentemente do 
estresse de criar um filho com SXF e maior risco de depressão pós-parto (HOYOS; 
THAKUR, 2017). Dessa forma, os médicos assistentes desempenham um papel 
importante na supervisão da saúde de mulheres com pré-mutação da SXF. A 
conscientização desses riscos e a correlação das diversas manifestações podem 
auxiliar no diagnóstico precoce e na coordenação dos cuidados para essas mulheres 




 A participante identificada em nosso estudo com pré-mutação foi orientada 
a procurar aconselhamento genético. Os membros da família da portadora devem 
ser informados sobre o riscos de herdar mutações no gene FMR1 e devem ser 
informados sobre a possibilidade de realizar testes genéticos para SXF .  
 No caso da participante identificada como zona gray, apesar de não 
apresentar risco de transmissão da mutação completa para futuras gerações, a 
definição do diagnóstico é igualmente importante, pois alelos em zona gray podem 
apresentar fenótipos semelhantes aos encontrados em pré-mutação (HALL, 2014). 
 Em relação à metodologia laboratorial para o diagnóstico da pré-mutação, 
atualmente, recomenda-se que seja feito teste para SXF em pessoas que 
apresentam DI, autismo, atraso no desenvolvimento, familiares com histórico de SXF 
ou DI não diagnosticada, ataxia cerebelar e mulheres com infertilidade 
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Muitos laboratórios utilizam a técnica de 
PCR para determinar o número de repetições de CGG. Entretanto, tal técnica 
apresenta limitações, pois não diferencia alelos homozigotos em mulheres e 
dificilmente amplifica alelos maiores de 100-150 repetições de CGG (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010). Quando há necessidade de complementação diagnóstica, usa-
se a técnica de SB, que ainda é considerada o padrão ouro para diagnóstico da SXF 
pois detecta alelos acima de 150 repetições de CGG, mosaicismo e padrão de 
metilação do gene FMR1. No entanto, esse é um método dispendioso, demorado e 
requer uma grande quantidade de DNA genômico (JUUSOLA et al., 2012; RAJAN-
BABU; CHONG, 2016; TASSONE, 2015).  Nos últimos anos, foram desenvolvidos 
kits comerciais baseados em PCR que simplificam o fluxo de trabalho no diagnóstico 
da SXF, que são capazes de detectar mosaicismo, identificar mulheres homozigotas, 
assim como quantificar com precisão o número de repetições de (CGG) (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010; JUUSOLA et al., 2012; LIM et al., 2017). Tais kits visam facilitar 
o diagnóstico da SXF, substituindo o SB pela maior facilidade na sua execução 
técnica. Em nosso país, a principal limitação do uso dos kits comerciais para 
diagnóstico da SXF ainda é o alto custo, quando comparados a outras metodologias 
baseada em PCR. Por esse motivo, ainda  se utiliza o PCR como um teste de 
primeira linha e se houver necessidade de complementação diagnóstica, recorre-se 
aos kits FMR1 como teste de segunda linha por serem mais práticos e menos 




os kits comerciais se tornem comercialmente viáveis como testes de primeira linha, é 
necessário que o custo seja reduzido. No decorrer do presente estudo, os autores 
realizaram uma investigação comparativa entre as diferentes metodologias para o 
diagnóstico da SXF (APÊNDICE 5)  e concluíram que o kit PCR FragilEaseTM, assim 
como outros kits disponíveis no mercado, é eficiente para detectar as mutações no 
gene FMR1 e também simplificar o fluxo de trabalho nos laboratórios que fazem o 
diagnóstico da SXF.  
Os achados do nosso estudo mostraram que 3,8% das pacientes estudadas 
tinham mutações no gene FMR1. Diretrizes mundiais ressaltam a necessidade de se 
investigar a pré-mutação para SXF em indivíduos que apresentam história familiar 
ou  sinais clínicos sugestivo (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). No nosso 
entender, as repercussões clínicas para as pacientes e familiares que possuam a 
pré-mutação justificam a realização do exame. 
Cabe salientar que o custo por teste ainda é muito dispendioso para a maioria 
da população de um país em desenvolvimento. Por outro lado, ainda há muita 
desinformação da classe médica sobre a disponibilidade do teste genético para 
diagnóstico da SXF nos planos de saúde e no Sistema Único de Saúde (ANS, 2013; 
MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). Assim, caso seja indicado, atualmente há boas 
ferramentas para o diagnóstico preciso da SXF. 
Nosso estudo apresenta limitações. Alguns exames (como o AMH) não 
puderam ser realizados em todas pacientes. Os dados familiares podem apresentar 
viés de memória. O número amostral é reduzido e não permite estudo estatístico. 
 O envolvimento clínico em mulheres portadores da pré-mutação do FMR1 
constitui atualmente um verdadeiro problema de saúde na sociedade que deve ser 
levado em conta. É importante ressaltar que, enquanto na SXF há uma perda de 
função do gene FMR1, nas perturbações associadas à pré-mutação há um ganho na 
função do mRNA do FMR1. Atualmente, muitos estudos melhoraram a compreensão 
da fisiopatologia da SXF e surgiram novas terapias direcionadas a prevenir ou 
melhorar as manifestações da doença (MILA et al., 2018). 
A SXF tem sido mais discutida e apresentada na sociedade brasileira, 
principalmente pela sua associação com deficiência cognitiva e autismo. Na questão 
da saúde da mulher, muito ainda temos que conhecer. Serão necessários estudos 




consequências na saúde das mulheres portadoras. Para a prevenção da SXF, é 
importante a pesquisa da pré-mutação do gene FMR1 em mulheres em fase fértil, 
como análise pré-concepcional de rotina. Os avanços nos testes genéticos e a maior 
disponibilidade representa uma ferramenta importante na prevenção e compreensão 




























































6 CONCLUSÕES  
• Foram identificadas 2/52 (3,8%) de pacientes com mutação no gene FMR1 
no grupo de mulheres com POI ou baixa reserva ovariana. 
• Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados foram de 28 repetições 
CGG e 30 repetições de CGG. 
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APÊNDICE 3 - TABELA 4 
TABELA 4 - CLASSIFICAÇÃO E NÚMERO DE REPETIÇÕES DE CGG DAS AMOSTRAS 
ANALISADAS 
ID. AMOSTRA REPETIÇÕES DE CGG CLASSIFICAÇÃO 
 Alelo 1 Alelo 2  
FRAX1-H 20 CGG 27 CGG Normal 
FRAX2-H 28 CGG 28 CGG Normal 
FRAX3-H 28 CGG 28 CGG Normal 
FRAX4-H 18 CGG 28 CGG Normal 
FRAX5-A 28 CGG 30 CGG Normal 
FRAX6-A 26 CGG 29 CGG Normal 
FRAX7-A 28 CGG 29 CGG Normal 
FRAX8-A 28 CGG 29 CGG Normal 
FRAX9-A 26 CGG 29 CGG Normal 
FRAX10-A 19 CGG 97 CGG Pré-Mutado 
FRAX11-A 22 CGG 35 CGG Normal 
FRAX12-A 26 CGG 30 CGG Normal 
FRAX13-A 21 CGG 21 CGG Normal 
FRAX14-A 26 CGG 28 CGG Normal 
FRAX15-A 28 CGG 30 CGG Normal 
FRAX16-A 26 CGG 29 CGG Normal 
FRAX17-A 28 CGG 30 CGG Normal 
FRAX18-A 28 CGG 28 CGG Normal 
FRAX19-A 26 CGG 28 CGG Normal 
FRAX20-A 26 CGG 28 CGG Normal 
FRAX21-A 20 CGG 28 CGG Normal 
FRAX22-A 28 CGG 28 CGG Normal 
FRAX23-A 28 CGG 40 CGG Normal 
FRAX24-A 21 CGG 27 CGG Normal 
FRAX25-A 26 CGG 30 CGG Normal 
FRAX26-A 30 CGG 43 CGG Normal 
FRAX27-A 26 CGG 29 CGG Normal 
FRAX28-A 26 CGG 28 CGG Normal 
FRAX29-A 28 CGG 30 CGG Normal 
FRAX30-A 30 CGG 30 CGG Normal 
FRAX31-A 30 CGG 30 CGG Normal 
FRAX32-A 26 CGG 28 CGG Normal 




FRAX34-A 30 CGG 30 CGG Normal 
FRAX35-A 26 CGG 29 CGG Normal 
FRAX36-A 29 CGG 29 CGG Normal 
FRAX37-A 26 CGG 28 CGG Normal 
FRAX38-A 28 CGG 30 CGG Normal 
FRAX39-A 30 CGG 30 CGG Normal 
FRAX40-A 26 CGG 28 CGG Normal 
FRAX41-A 30 CGG 30 CGG Normal 
FRAX42-A 28 CGG 26 CGG Normal 
FRAX43-A 28 CGG 28 CGG Normal 
FRAX44-A 28 CGG 30 CGG Normal 
FRAX45-A 28 CGG 29 CGG Normal 
FRAX46-A 26 CGG 29 CGG Normal 
FRAX47-A 27 CGG 29 CGG Normal 
FRAX48-A 30 CGG 26 CGG Normal 
FRAX49-A 20 CGG 29 CGG Normal 
FRAX50-A 21 CGG 45 CGG Zona Gray 
FRAX51-A 28 CGG 30 CGG Normal 
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